Влияние физиологического состояния микроводорослей на соотношение в их клетках различных пигментов. by Дмитрович, Н.П. (Dmitrovich N.P.) & Козлова, Т.В. (Kozlova T.V.)
40 
 
СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫЕ НАУКИ 
 
УДК 581.526.325.2 
ВЛИЯНИЕ ФИЗИОЛОГИЧЕСКОГО СОСТОЯНИЯ МИКРОВОДОРОСЛЕЙ НА 
СООТНОШЕНИЕ В ИХ КЛЕТКАХ РАЗЛИЧНЫХ ПИГМЕНТОВ 
 
Н.П. ДМИТРОВИЧ, Т.В. КОЗЛОВА 
Полесский государственный университет, 
г. Пинск, Республика Беларусь 
 
Введение. Водоросли – богатейший источник белковых веществ, витаминов, микроэлементов и 
других биологически активных веществ. Они участвуют в процессах формирования гидробиоце-
нозов, влияют на органолептические показатели воды и в целом на ее качество. Основным досто-
инством водорослей является физиолого–биохимическое разнообразие их пигментов и лабиль-
ность их химического состава, что позволяет осуществлять управляемый биосинтез ценных хими-
ческих природных соединений [1]. Выделяя в окружающую среду различные биологически актив-
ные вещества, водоросли оказывают регуляторное воздействие на другие организмы. 
Данные о составе, концентрации и соотношении растительных пигментов в клетках водорослей 
широко используются гидробиологами при различных аспектах изучения фитопланктона [2]. Хло-
рофилл, находящийся в фотосинтетических мембранах, служит природным датчиком состояния 
клеток водорослей и высших растений. Периодам интенсивного развития водорослей соответству-
ет увеличение концентрации их пигментов. Это дает возможность судить о продуктивности фито-
планктона по концентрации хлорофилла в водорослях. Использование такого метода значительно 
упрощает определение продуктивности фитопланктона по биомассе, подсчѐт которой занимает 
много времени [3]. 
Пигментный состав планктонных водорослей характеризуется большим разнообразием. Поми-
мо обязательного для всех хлорофилла а, по концентрации которого можно определять общую 
биомассу и продукцию фитопланктона, у них имеется большое число других пигментов, из кото-
рых многие присущи только определенному виду водорослей. К ним относится хлорофилл с и фу-
коксантин диатомовых и перидиниевых, билихромопротеиды сине-зеленых и фикобилины крас-
ных водорослей. Для того чтобы определить количество хлорофилла внутриклеточный хлорофилл 
сначала должен быть извлечен. Так как хлорофилл обладает высокой реакционной способностью, 
показатель концентрации определенного вида хлорофилла в водорослях зависит от образования 
продуктов распада. Продукты распада хлорофилла образуются тогда, когда их молекулы подвер-
гаются воздействию избыточного света, кислорода воздуха, высоких температур и кислот или ос-
нований. Традиционный метод для количественного определения хлорофилла и других пигментов 
– это приготовление экстракта для спектрофотометрического анализа. Концентрацию различных 
соединений хлорофилла и других пигментов определяют путем измерения оптической плотности 
образца при конкретной длине волны и используют стандартные уравнения для расчета концен-
трации пигментов. Однако было обнаружено, что этот метод иногда может давать неточные ре-
зультаты, т.к. как поглощение и излучение полос других пигментов пересекаются с хлорофиллом 
[4]. 
Также немаловажное значение для определения физиологического состояния клеток фито-
планктона имеет определение соотношения общих каротиноидов к хлорофиллу а (Ск/Схл) [5, 6]. 
Каротиноиды являются более стабильным компонентом пигментной системы водорослей, чем 
хлорофилл а. Усиление в клетках процессов каротиногенеза или разрушения хлорофилла свиде-
тельствует о замедлении уровня метаболизма и ухудшении физиологического состояния водорос-
лей [2]. Этим объясняется то, что при старении популяций фитопланктона и при неблагоприятных 
воздействиях на них факторов среды, способствующих деструкции хлорофилла а, величина отно-
шения (Ск/Схл) возрастает. Отношение Ск/Схл при разных условиях может колебаться в достаточно 
широких пределах. Однако среднее его значение для отдельных видов морского и пресноводного 
фитопланктона варьирует слабо и находится в основном в границах 0,28 – 0,40 [7]. Высокие сред-
ние величины отношения Ск/Схл (около 1) характерны для фитопланктона прудов [8], мелководных 
водохранилищ и озѐр [9]. Изучение отношения Ск/Схл очень полезно при разработке показателей 
эффективности функционирования фитопланктона различного видового состава. Как правило, 
низкие величины рассматриваемого соотношения соответствуют диатомовому фитопланктону, а 
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высокие – преимущественно фитопланктону из динофлагеллат и синезеленых [5]. Следует отме-
тить также, что количественное соотношение различных групп пигментов в фотосинтетическом 
аппарате водорослей напрямую влияет на их фотосинтетическую активность, а, следовательно, и 
на продуктивность фотосинтеза и последующий рост биомассы. 
Методика и объекты исследования. Настоящее исследование проводилось с целью анализа 
физиологического состояния разных популяций водорослей. Все они имели различный жизненный 
цикл, уровень метаболизма и требования к факторам окружающей среды. В эксперименте были 
исследованы 14 видов и/или штаммов микроводорослей отдела Зелѐные водоросли (Chlorophyta), 
классов Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, и Ulvophyceae. Культивирование производили в двух-
литровых колончатых биореакторах объемом 2 дм3 при постоянном барботаже воздухом, концен-
трация углекислого газа в котором составляла 2%. Для исследований использовали лучшую из 
трѐх питательных сред, определенную для каждой микроводоросли на предыдущем этапе ее вы-
ращивания во встряхиваемых колбах. Интенсивность освещения поддерживалась на уровне 200 – 
205 μмоль/м2*с на протяжении всего периода культивирования. Продолжительность выращивания 
микроводорослей в колончатых биореакторах составила 14 дней.  
На протяжении всего периода культивирования измерялась концентрация пигментов в водо-
рослях спектрофотометрическим методом. Для этого отбирали 1 г суспензии из каждого биореак-
тора и измеряли концентрацию пигментов по методу Dere и др. с формулами для метанола в каче-
стве растворителя [10]: 
Chl a = 15,65*A666 – 7,340*A653; 
Chl b = 27,05*A653 – 11,21*A666; 
Car = (1000*A470 – 2,860*Chl a – 129,2*Chl b)/245; 
где Chl a – концентрация хлорофилла а, Chl b – концентрация хлорофилла b, Car – концентра-
ция каротиноидов, A666 – абсорбция при длине волны 666 нм, A653 – абсорбция при длине волны 
653 нм, A470 – абсорбция при длине волны 470 нм [10]. 
На основании полученных данных были рассчитаны значения жѐлто–зеленого индекса как со-
отношение концентрации каротиноидов к концентрации хлорофилла а (Е470/Е666). Количественное 
содержание каротиноидов определяли методом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
наравне со спектрофотометрическим методом в конце процесса культивирования перед определе-
нием общего выхода биомассы (урожайности водоросли). 
Результаты и их обсуждение. Отношения оптических плотностей экстрактов, косвенно отра-
жающие соотношения концентраций пигментов, могут служить показателями физиологического 
состояния, структуры и качественного разнообразия фитопланктонного сообщества. В данном ис-
следовании был использован индекс Е470/Е666, который характеризует соотношение общих кароти-
ноидов и хлорофилла а. Полученные значения жѐлто–зелѐного индекса, хлорофилла а и каротино-
идов приведены в таблице 1. 
 
Таблица 1 – Общее содержание пигментов и значение жѐлто–зелѐного индекса 
 
Названия видов 
и штаммов  
водорослей 
Содержание  
хлорофилла а, мкг/1гсм  
(грамм сырой массы) 
Содержание  
каротиноидов, мкг/1гсм  
(грамм сырой массы) 
Значение  
жѐлто–зелѐного  
индекса, Ск/Схл 
Coc 0,0083 0,0056 0,6719 
14–7 0,1765 0,1277 0,7236 
Psd 0,1083 0,1113 1,0274 
S–20 0,0042 0,0120 2,8822 
14–10 0,0240 0,0403 1,6805 
Chr 0,0323 0,0744 2,3062 
S–25 0,0244 0,0561 2,2933 
15–6 0,0978 0,0997 1,0201 
Mur 0,1609 0,1420 0,8829 
Bra 0,0042 0,0099 2,3910 
Sti 0,1369 0,0834 0,6091 
Pse 0,2125 0,1534 0,7222 
Des 0,0765 0,0567 0,7416 
Chl 0,4374 0,2754 0,6297 
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Принято считать, что повышение данного индекса свидетельствует об ухудшении физиологи-
ческого состояния и «старения» фитопланктона, а также увеличении его пигментного разнообра-
зия [11]. Полученные в ходе исследования высокие средние величины жѐлто–зелѐного индекса 
(больше 1) для некоторых видов микроводорослей свидетельствуют об ухудшении их физиологи-
ческого состояния к концу процесса культивирования, что в свою очередь может быть связано с 
более интенсивным ростом и обменом веществ, в сравнении с другими водорослями. Также следу-
ет отметить, что преждевременное «старение» культуры может негативно сказываться на процессе 
накопления в микроводорослях питательных веществ, в том числе и каротиноидов.  
При анализе результатов эксперимента была выявлена зависимость между интенсивностью 
процесса накопления каротиноидов и физиологическим состоянием микроводорослей в конце 
процесса культивирования. Для этого значение жѐлто–зелѐного индекса, приведенного выше, 
сравнивали с содержанием каротиноидов, определенных двумя методами: спектрофотометриче-
ским методом и методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Рассчитанные 
коэффициенты корреляции показали, что зависимость между содержанием каротиноидов и значе-
нием жѐлто–зелѐного индекса была обратно пропорциональна, и их значения составили: r=–0,542 
для метода высокоэффективной жидкостной хроматографии и r=–0,601 для спектрофотометриче-
ского метода.  Полученные значения коэффициентов корреляции свидетельствуют о средней и 
высокой взаимной зависимости изученных показателей соответственно. 
Также в ходе проведения исследований сравнивали эффективность использования двух раз-
личных методов определения количественного содержания каротиноидов в клетках микроводо-
рослей: спектрофотометрического и ВЭЖХ метода. Для сравнения рассчитывали коэффициент 
корреляции. Полученные результаты представлены в таблице 2. 
 
Таблица 2 – Количественное содержание каротиноидов в клетках микроводорослей 
 
Названия видов и 
штаммов водорослей 
Содержание каротиноидов, мг/1г сух. биомассы 
Спектрофотометрический  
метод 
Метод высокоэффективной  
жидкостной хроматографии 
Coc 0,3460 1,6725 
14–7 2,0895 6,3361 
Psd 6,6949 41,9907 
S–20 0,2689 0,6952 
14–10 0,6887 4,4641 
Chr 1,0805 7,0824 
S–25 1,7104 1,7975 
15–6 7,5434 76,4425 
Mur 5,0125 32,9381 
Bra 4,5990 15,9108 
Sti 8,4472 41,3261 
Pse 6,6672 35,1461 
Des 9,3555 26,6813 
Chl 9,4746 64,8694 
 
Была выявлена прямо пропорциональная зависимость между использованными для определе-
ния количественного содержания каротиноидов спектрофотометрическим и ВЭЖХ методами. 
Рассчитанный коэффициент корреляции был равен r=0,846, что свидетельствует о возможной вза-
имной заменимости методов, что позволяет, в свою очередь, выбрать наиболее приемлемый из 
них для проведения исследований.   
Выводы 
1. Анализ проведенных исследований показал наличие обратно пропорциональной зависимости 
между физиологическим состоянием водорослей в конце процесса их культивирования и уровнем 
накопления в них каротиноидов. Полученные результаты объясняются тем, что большинство во-
дорослей в конце процесса культивирования находились в хорошем физиологическом состоянии и 
в фазе экспоненциального роста. Это подтверждается невысокими количественными значениями 
жѐлто–зелѐного индекса. 
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2. Исследования показали, что между двумя методами определения содержания каротиноидов в 
водорослях существует пропорциональная зависимость. На основании этого можно рекомендовать  
для исследований спектрофотометрический метод как менее трудоѐмкий и не требующий дорого-
стоящего оборудования. 
3. Установлено, что определение показателя жѐлто–зелѐного индекса является немаловажным 
аспектом при культивировании микроводорослей. Это позволяет проводить своевременный мони-
торинг их роста и развития, а при необходимости и корректировать данный процесс для получе-
ния оптимального результата. 
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INFLUENCE OF PHYSIOLOGICAL CONDITION OF MICROALGAE ON 
RELATIONS OF VARIOUS PIGMENTS IN THEIR CELLS 
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Summary 
 
It was investigated the effect of the physiological condition of microalgae on the accumulation of 
various pigments in them. To compare the effectiveness of different methods for determining the 
quantitative content of carotenoids in algae cells was also carried out. 
Key words: algae, physiological condition, chlorophyll, carotenoids, yellow-green index, 
environmental conditions. 
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